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В работе выявлены возможности одновременного определения четырех противотуберкулезных 
препаратов (ПТП)  (этамбутол, пиразинамид, изониазид, рифампицин) методами обращённо-фазо-
вой ВЭЖХ (ОФ ВЭЖХ) и ион-парной хроматографии.  Предложен вариант одновременного определе-
ния этих ПТП в плазме крови человека методом ОФ ВЭЖХ с тандемным масс-спектрометрическим де-
тектированием с электроспрей ионизацией. Детектирование осуществляли в режиме положительной 
ионизации путём мониторинга множественных реакций (MRM). Оптимизированы условия фрагмента-
ции для каждого лекарственного вещества. Найдены условия подготовки плазмы крови к ВЭЖХ/МС 
анализу, включающие осаждение белков плазмы крови ацетонитрилом. Значения степеней извле-
чения ПТП составили 85-90 %. Проведена оценка влияния матрицы пробы на разделение и иониза-
цию ПТП методом пост-экстракционной добавки. Показано, что разбавление экстракта плазмы кро-
ви в 10 раз достаточно для требуемого снижения матричного эффекта.  Изучена стабильность ПТП 
в процессе анализа (автосамплер 1 и 12 ч.) и в условиях хранения (3 цикла заморозка-разморозка). 
Предложен способ увеличения стабильности рифампицина с добавлением в качестве антиоксидан-
та аскорбиновой кислоты (1 мг/мл). Пределы обнаружения с УФ детектированием составили от 2 до 
20 мкг/мл, с МС детектированием в SIM–режиме от 2 до 15 нг/мл и в MRM–режиме от 0.5 до 10 нг/мл. 
В оптимизированных условиях показана возможность обнаружения и количественного определения 
всех четырех ПТП в плазме крови больного туберкулезом с проводимой лекарственной терапией. 
Ключевые слова: противотуберкулёзные препараты, ОФ ВЭЖХ, масс-спектрометрическое 
детектирование, матричный эффект, стабильность рифампицина.
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In the current study the possibility of the simultaneous determination of anti-tuberculosis (anti-TB) drugs 
(isoniazid, pyrazinamide, ethambutol and rifampicin) using the reversed-phase HPLC (RP-HPLC) and ion-
pair chromatography was investigated. A selective and highly sensitive liquid chromatography/tandem mass 
spectrometry method for the simultaneous determination of four anti-TB drugs (isoniazid, pyrazinamide, ethambutol 
and rifampicin) in the human plasma was developed. The detection was carried out using the multiple reaction-
monitoring (MRM) modes with positive polarity. The fragmentation conditions for each drug were optimized, 
and the conditions for the blood plasma preparation for HPLC/MS analysis, including the protein precipitation 
with ACN with a ratio of 3:1 (by volume), were chosen. The matrix effects on the separation and ionization of 
anti-TB drugs were estimated by the post-extraction additives method. It was shown that the 10-fold dilution 
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of plasma extracts was sufficient to decrease the influence of the sample matrix. The stability of anti-TB drugs 
during the analysis (in autosampler at 1 and 12 hours) and at storage conditions (3 cycles of freeze-thaw) was 
studied. The method for increasing the stability of rifampicin using ascorbic acid (1 mg/ml) as antioxidant was 
provided. The LOD with UV detection were 2 – 20 µg/ml, in SIM-mode – 2 – 15 ng/ml and in MRM-mode – 
0.5 – 10 ng/ml respectively. The possibility of the determination of four anti-TB drugs in real plasma samples 
of patients with tuberculosis undergoing drug therapy in optimized conditions HPLC/MC was shown.
Key words: anti-tuberculosis drugs, RP HPLC, LC/MS/MS, matrix effect.
ВВЕДЕНИЕ
Рекомендованные Всемирной Организацией 
Здравоохранения стандартизированные схемы ле-
чения туберкулёза включают прием одновремен-
но нескольких противотуберкулезных препара-
тов (ПТП): рифампицин, изониазид, пиразинамид, 
этамбутол [1].  Эффективность лекарственной те-
рапии существенно зависит от концентрации ПТП 
в крови, т.к. это влияет на их распределение в ор-
гане-мишени, пораженном туберкулёзом, и мак-
симальный терапевтический результат. Передо-
зировка ПТП может приводить к нежелательным 
побочным процессам. 
Предложено несколько вариантов хромато-
графического определения отдельных лекарствен-
ных препаратов в биологических матрицах (плазма 
крови, моча, слюна) [2-6], многие из которых требу-
ют проведения дериватизации, усложняющей ана-
лиз. В последние годы появились сообщения об 
использовании для этой цели хромато-масс-спек-
трометрии с электроспрей  [7, 8] или химической ио-
низацией при атмосферном давлении [9, 10]. Для 
получения дополнительной информации о метабо-
литах ПТП используют также тандемную-масс-спек-
трометрию [7-10].
Целью данного исследования явилась раз-
работка вариантов одновременного хроматогра-
фического определения четырёх ПТП (рифампи-
цина, изониазида, пиразинамида, этамбутола) в 
плазме крови. 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. Ацетонитрил (для ВЭЖХ, «Acros 
organics»), муравьиная кислота («х.ч.», «Неохим»), 
октилсульфонат натрия («Sigma»), метанол (для 
ВЭЖХ, «Acrosorganics»), аскорбиновая кислота 
(«Sigma»), ацетат аммония («Реахим»), субстанции 
рифампицина, изониазида, пиразинамида, этамбу-
тола («Люпин Лтд», Индия).
Исходные растворы аналитов (1-4 мг/мл) по-
лучали растворением точных навесок субстанций 
ПТП в метаноле. Рабочие растворы готовили путем 
последовательного разбавления исходных раство-
ров деионизированной водой. Хранили растворы 
при –20 оС. При хранении рифампицина в раствор 
добавляли аскорбиновую кислоту (1 мг/мл).
Оборудование. Жидкостный хроматограф 
(«Shumadzu» LC-20, Япония) с диодно-матричным 
детектором (SPD-M20A); жидкостный хромато-
граф с тройным квадрупольным масс-анализато-
ром с электроспрей ионизацией («Shumadzu» LC-
MS 8030, Япония); колонка Luna C18(2) 150×2 мм, 5 
мкм («Phenomenex»); центрифуга Thermo Scientifiс 
SL16 («Thermo», США) с системой охлаждения.
Условия хроматографического анализа. 
ОФ ВЭЖХ элюент: 20 мМ раствор ацетата аммо-
ния (раствор А) – СH3CN (раствор Б). Ион-парная 
ВЭЖХ элюент: 5 мМ водный раствор октилсульфо-
ната натрия с добавкой 0.1% HCOOH (по объему) 
(раствор А) – СH3CN (раствор Б).  Программа гра-
диентного режима приведена в табл. 1. Скорость 
потока подвижной фазы 0.3 мл/мин, объем вводи-
мой пробы 20 мкл.
Параметры электроспрей ионизации: поло-
жительная полярность, напряжение на капилляре 
-4500 В, скорость потока и температура осушаю-
щего газа 15 л/мин и 250 оС, соответственно. Хро-
матограммы выбранных ионов в SIM-режиме запи-
сывали по значению m/z 823.3 для рифампицина; 
m/z = 205.0 для этамбутола; m/z = 124.1 для пира-
зинамида; m/z = 138.2 для изониазида.
Пробоподготовка. Процедура пробоподго-
товки плазмы крови включала осаждение белков 
и последующий ВЭЖХ анализ надосадочной жид-
кости. Использовали следующую схему: к 100 мкл 
плазмы крови прибавляли 300 мкл ацетонитрила, 
встряхивали в течение 2 минут и центрифугирова-
ли при 10000 об/мин в течение 10 минут при 4 оС, 
после чего переносили надосадочную жидкость в 
виалы для хроматографического анализа. 
Определение степеней экстракции аналитов 
из реального образца проводили методом стандарт-
ной добавки. Оценку степени извлечения (RE) осу-
ществляли по формуле 
 
, (1)
Таблица 1
Программа градиентного элюирования ПТП
Table 1
The program of gradient elution
Время, 
мин
Соотношение растворов в подвижной 
фазе, % об.
Раствор А Раствор В
0 97 3
3 97 3
11 30 70
13 30 70
15 10 90
16 10 90
17 97 3
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где S1 – площадь пика аналита, добавленного в плаз-
му крови до экстракции, S2 – площадь пика анали-
та, добавленного в плазму крови после экстракции. 
Пределы обнаружения (ПО) рассчитывали 
по отношению сигнал/шум = 3 : 1. Пределы коли-
чественного обнаружения рассчитывали по отно-
шению сигнал/шум = 10 : 1.
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Методом обращённо-фазовой ВЭЖХ (ОФ 
ВЭЖХ) со спектрофотометрическим детектиро-
ванием при 254 и 334 нм (селективное поглоще-
ние рифампицина) оптимизированы условия раз-
деления ПТП. 
Поскольку аналиты сильно различаются по 
полярности (рис. 1), их совместное определение в 
условиях изократического элюирования за прием-
лемое время затруднительно.  Предложен режим 
градиентного элюирования (табл. 1). 
Варьировали pH (2.2; 5.6; 7) и природу под-
вижной фазы. В кислой среде при рН = 2.2 (0.1 % 
HCOOH) изониазид (pKa = 3.5; 10.8) заряжен по-
ложительно и слабо удерживается на неполяр-
ном сорбенте. Лучшие результаты по селективно-
сти разделения и воспроизводимости параметров 
удерживания получены для pH = 5.6 (20 мМ ацетат 
аммония) (рис. 2). 
Для увеличения параметров удерживания 
гидрофильных аналитов, что принципиально при 
анализе реальных объектов, предложен режим 
ион-парной хроматографии. В подвижную фазу в 
кислой среде (0.1 % HCOOH/СH3CN, pH = 2.2) до-
бавляли октилсульфонат натрия в концентрации 
меньше ККМ (1-5 мМ). Ион-парный реагент, нахо-
дясь в динамическом равновесии с другими ком-
понентами системы, изменил механизм сорбции и 
повлиял на селективность разделения ПТП (рис. 3).
Спектрофотометрическое детектирование 
позволило обнаружить лишь изониазид, пирази-
намид и рифампицин, ПО составляют от 2 до 20 
мкг/мл. Этамбутол, не содержащий хромофорных 
групп, в этих условиях не определяется.
Рис. 1. Структурные формулы этамбутола (а), рифам-
пицина (б), пиразинамида (в), изониазида (г)
Fig. 1. Chemical structures of ethambutol (1), rifampicin 
(2), pyrazinamide (3), isoniazid (4)
Рис. 2. Хроматограмма водных растворов стандар-
тов пиразинамида (PZA), изониазида (INH), рифам-
пицина (RIF) при детектировании на 254 (синий) и 
334 (красный) нм. Условия: жидкостный хроматограф 
«Shumadzu» LC-20 с диодно-матричным детектором 
(SPD-M20A), колонка Luna C18 (2) (150×2 мм, 5 мкм), 
подвижная фаза: А – 20 мМ раствор ацетата аммо-
ния, Б – СH3CN, градиентный режим, скорость п.ф. – 
0.3 мл/мин, объем вводимой пробы 20 мкл
Fig. 2. Chromatogram of aqueous solutions of standards of 
pyrazinamide (PZA), isoniazid (INH), rifampicin (RIF) with UV 
detection at 254 nm (blue) and 334 nm (red). Conditions: liquid 
chromatograph LC-20 with diode array detector (SPD-M20A, 
«Shumadzu»), column Luna C18 (2) (150×2 mm, 5 µm), mo-
bile phase: А – 20 mM ammonium acetate, B – СH3CN, gra-
dient elution, flow rate – 0.3 ml/min, injection volume – 20 µl
Рис. 3. Хроматограмма водных растворов пиразина-
мида (PZA), изониазида (INH), рифампицина (RIF) ме-
тодом обращено-фазовой ион-парной ВЭЖХ. Усло-
вия: жидкостный хроматограф «Shumadzu» LC-20 с 
диодно-матричным детектором (SPD-M20A); колон-
ка Luna C18 (2) (150×2 мм, 5 мкм); подвижная фаза: 
А – 5 мМ водный раствор октилсульфоната натрия с 
добавкой 0.1% HCOOH (по объему), Б – СH3CN, гра-
диентный режим. (Остальные условия см. на рис. 2)
Fig. 3. Chromatogram of aqueous solution of pyrazinamide 
(PZA), isoniazid (INH), rifampicin (RIF) by reversed-phase 
ion-pair HPLC. Conditions: liquid chromatograph LC-20 
with diode array detector (SPD-M20A, «Shumadzu»), 
column Luna C18 (2) (150×2 mm, 5 µm), mobile phase: А 
– 5 mM sodium octyl sulfonate with 0.1% (v/v) HCOOH, 
B – СH3CN, gradient elution. (Other conditions at Fig. 2)
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Данная задача была решена с применением 
высокочувствительного масс-спектрометрическо-
го детектирования. Найдены условия определения 
ПТП методом ОФ ВЭЖХ с тандемным масс-спек-
трометрическим детектированием с электроспрей 
ионизацией. Изучено влияние состава подвижной 
фазы (0.1% HCOOH, 20 мМ аммонийно-ацетатный 
буфер (рН = 5.6)) на интенсивность ионизации ле-
карственных препаратов в условиях электрорас-
пыления. Установлено, что интенсивность сигна-
ла аналитов увеличивается с использованием 0.1 
% НСООН. Хроматограммы выбранных ионов за-
писывали по значению m/z, соответствующим ио-
нам [M + H]+.
Оптимизированы условия фрагментации опре-
деляемых соединений при использовании MRM–
режима (табл. 2). 
Пробоподготовка плазмы крови предполага-
ла осаждение белков плазмы крови, что, в отличие 
от экстракции, значительно упрощает процедуру 
пробоподготовки, с последующим ВЭЖХ анали-
зом надосадочной жидкости. При разработке про-
цедуры извлечения ПТП из плазмы крови варьи-
ровали условия осаждения белков: ацетонитрил/
плазма = 2 : 1 и ацетонитрил/плазма = 3 : 1 (по объ-
ему), время и скорость центрифугирования. Оцен-
ку проводили по значениям степеней извлечения. 
Лучшие результаты получены с использованием в 
качестве осадителя ацетонитрила в соотношении 
3 : 1 (по объему). Значения степеней извлечения 
составили 85-90 %.
При введении в колонку супернатанта с до-
бавкой определяемых соединений наблюдается 
значительное подавление ионизации изониази-
да и пиразинамида в масс-спектрометре.  Такие 
эффекты вызваны главным образом изменения-
ми свойств капель раствора, обусловленными со-
вместным элюированием аналитов с нелетучими 
или малолетучими соединениями пробы. Они и вы-
зывают изменения в характере формирования и ис-
парения капель при электроспрей ионизации [11]. 
Проведена оценка влияния матрицы пробы на 
разделение методом пост-экстракционной добавки 
[12]: сравнение откликов определяемого соедине-
ния, добавленного в матрицу после ее пробопод-
готовки, и в чистом растворителе (2) для образцов 
6 различных доноров на трех уровнях концентра-
ции (нижнем, среднем и верхнем уровнях концен-
трации (75 % от верхней границы линейного диапа-
зона)) (табл. 3). Показано, что разбавление матрицы 
пробы в три раза является приемлемым условием 
анализа для больших концентраций (4-8 мкг/мл). 
Однако для концентраций ~0.1 мкг/мл матричный 
эффект составляет ~50 %, а коэффициент вариа-
ции – 20-30 %. Проведена дополнительная оценка 
матричного эффекта при разбавлении пробы в 10 
раз для образцов с низкой концентрацией лекар-
ственных препаратов (0.1 мкг/мл) и показано, что 
снижается матричный эффект (ME 80-90 %) и зна-
чение CV не превышают 8.3 %:
 
, (2)
где ME – матричный эффект, S1 – площадь пика 
аналита в плазме крови после её пробоподготовки, 
S2 – площадь пика аналита в чистом растворителе. 
Изучена стабильность водных растворов ле-
карственных препаратов после процессов замора-
живания – размораживания (3 цикла) в автосампле-
ре при 4 оС через 1 и 12 часов (табл. 4). Обнаружено, 
что рифампицин разрушается уже на 50 % после 
первой разморозки и крайне нестабилен при ком-
Таблица 2
Параметры фрагментации рифампицина, изониазида, пиразинамида, этамбутола
Table 2
Fragmentation parameters of rifampicin, isoniazid, pirazinamid, ethambutol
Параметр Этамбутол Рифампицин Изониазид Пиразинамид
MRM – переход (m/z) 205.0 → 116.2 823.30 → 791.6 138.2 → 121.1 124.1 → 81.1
Энергия соударения
(CE, эВ)
15 30 20 20
Таблица 3
Значения матричного эффекта (ME) и коэффици-
ентов вариации (СV) при разбавлении образцов 
плазмы крови в 3 и 10 раз для четырех противоту-
беркулёзных препаратов
Table 3
Matrix effects (ME) and coefficients of variation (CV) 
for plasma samples with dilution in 3 and 10 times for 
four anti-tuberculosis drugs
Соединение
Концен-
трация,
мкг/мл
Разбавление в 3 раза
ME, % СV, %
Пиразинамид
0.1 53.3 15.9
4 78.4 14.3
8 83.9 7.9
Рифампицин
0.1 60.2 31.5
4 76.1 12.1
8 74.5 7.2
Этамбутол
0.1 68.2 21.5
4 79.8 10.5
8 69.8 9.7
Изониазид
0.1 37.5 20.8
4 61.3 11.6
8 64.9 8.2
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натной температуре. Известно, что в кислой среде 
рифампицин превращается в 3-формилрифампи-
цин, а при хранении окисляется до хинона (рис. 4) 
[13]. Продукты деструкции и окисления рифампи-
цина наблюдались на хроматограмме в виде до-
полнительных аналитических сигналов (рис. 5). 
Показано, что добавление в состав пробы в каче-
стве антиоксиданта аскорбиновой кислоты (1 мг/
мл) значительно увеличивает стабильность ри-
фампицина (табл. 2). 
Определены метрологические характери-
стики разработанного хромато-масс-спектроме-
трического варианта определения ПТП в плазме 
крови (табл. 5). 
Проведен хромато-масс-спектрометрический 
Таблица 4
Выявление стабильности водных растворов противотуберкулезных препаратов в процессе анализа (в ав-
тосамплере 1 ч и 12 ч) и при хранении (3 цикла замораживания-размораживания (F-D)), %
Table 4
Stability of aqueous solutions of anti-tuberculosis (anti-TB) drugs during the analysis (in autosampler for 1 hour and 
12 hours) and under storage (3 – Frost-Defrost cycle (F-D)), %
Условия
хранения
Рифампицин Изониазид Пиразинамид Этамбутол
1 цикл (F – D) 56.0 90.6 98.3 98.0 
2 цикл (F – D) 27.8 87.3 98.0 97.7 
3 цикл (F – D) 6.5 84.2 97.6 97.4 
Автосамплер, 1 ч 67.9 96.3 99.3 99.5 
Автосамплер, 12 ч 5 82.0 88.9 93.6 
Автосамплер, с доб. аскор-
биновой кислоты, 1 ч
89.7 99.9 99.3 98.7 
Автосамплер, с добавкой 
аскорбиновой кислоты, 12 ч
65.6 87.3 95.6 97.6
  Примечание: F-D – Frost-Defrost (цикл замораживания-размораживания).
Рис. 4. Структурные формулы рифампицина (RIF), 
3-формилрифампицина (3-F-RIF), хинона рифампи-
цина (H RIF) [13] 
Fig. 4. Chemical structures of rifampicin (RIF), 3-formyl ri-
fampicin (3-F-RIF), rifampicin quinone (H RIF)
Рис. 5. Хроматограмма водного раствора стандартов 
этамбутола (ET), пиразинамида (PZA), изониазида 
(INH), рифампицина (RIF) и продуктов деструкции 
рифампицина: 3-формилрифампицин (3-F-RIF), хи-
нон рифампицина (H RIF) при МС детектировании. 
Условия: жидкостной хромато-масс-спектрометр 
LC-MS 8030 с тройным квадрупольным масс-анали-
затором с электроспрей ионизацией и диодно-ма-
тричным детектором (SPD-M20A, «Shumadzu»); ко-
лонка Luna C18 (2) (150×2 мм, 5 мкм); подвижная 
фаза: А – 0.1% раствор (по объёму) HCOOH, Б – 
СH3CN, градиентный режим. (Остальные условия 
см. на рис. 2)
Fig. 5. Chromatogram of an aqueous solution of stan-
dards of ethambutol (ET), pyrazinamide (PZA), isonia-
zid (INH), rifampicin (RIF) and degradation products of 
RIF: 3-formyl rifampicin (3-F-RIF), rifampicin quinone 
(H RIF) with MS detection. Conditions: LCMS-8030 tri-
ple quadrupole liquid chromatograph mass spectrome-
ter with electrospray ionization and diode array detector 
(SPD-M20A, «Shumadzu»); column Luna C18 (2) (150×2 
mm, 5 µm), mobile phase: А – 0.1% (v/v) HCOOH, B – 
СH3CN, gradient elution. (Other conditions at Fig. 2)
166
Аналитика и контроль.       2016.        Т. 20.        № 2.
анализ экстракта плазмы крови больного1 впер-
вые выявленным туберкулезом в оптимизирован-
ных условиях (рис. 6). Забор крови осуществлялся 
спустя два часа после приема всех четырех пре-
паратов. Концентрации лекарственных препаратов 
приведены в табл. 5.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оптимизированы условия одновременно-
го определения противотуберкулезных препара-
тов методом ОФ ВЭЖХ хромато-масс-спектро-
метрическим методом. Проведен сравнительный 
анализ SIM и MRM режимов масс-спектрометри-
ческого детектирования при определении анали-
зируемых веществ. Подобран регламент пробо-
подготовки плазы крови к хроматографическому 
анализу. Проведена оценка матричного эффекта и 
показано, что разбавление образца плазмы крови 
в три раза достаточно для удаления влияния ма-
трицы пробы. Изучена стабильность лекарствен-
ных препаратов при различных условиях хранения. 
Обнаружено, что рифампицин разрушается уже на 
50 % после первой разморозке и нестабилен при 
комнатной температуре. Показано, что добавле-
ние в состав пробы 1 мг/мл консерванта (аскорби-
новой кислоты) значительно увеличивает стабиль-
ность рифампицина. Проведен анализ реального 
образца плазмы крови больного туберкулезом в 
оптимизированных условиях и показана возмож-
ность одновременного определения всех четырех 
лекарственных препаратов.
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Таблица 5
Метрологические характеристики разработанного хромато-масс-спектрометрического варианта опреде-
ления четырех ПТП в плазме крови
Table 5
The metrological characteristics of developed liquid chromatography-mass-spectrometry method for the determination of 
antituberculosis drugs in plazma 
Параметр Этамбутол Рифампицин Изониазид Пиразинамид
Предел обнаружения, 
нг/мл
0.5 10 2 5
Предел количественного обнару-
жения, нг/мл
2 20 10 15
Линейный диапазон концентра-
ций, мкг/мл
0.002-10 0.01-10 
Воспроизводимость площадей 
пиков RSD, %
3.6 4.7 3.9 4.4
Концентрация ПТП в реальном 
образце, нг/мл
400 ± 10 40 ± 3 700 ± 15 40.0 ± 1.5
Рис. 6. Хроматограммы экстракта плазмы крови боль-
ного туберкулезом в условиях ОФ ВЭЖХ с МС детек-
тированием в MRM-режиме. Условия: жидкостной 
хромато-масс-спектрометр LC-MS 8030 с тройным 
квадрупольным масс-анализатором с электроспрей 
ионизацией («Shumadzu»); колонка Luna C18 (2) (150×2 
мм, 5 мкм); подвижная фаза: А – 0.1% раствор (по объ-
ёму) HCOOH, Б – СH3CN. Градиентный режим элю-
ирования. (Остальные условия см. на рис. 2). Пики: 
этамбутол (ET), изониазид (INH), пиразинамид (PZA), 
рифампицин (RIF)
Fig. 6. Chromatograms of the plasma extract from TB 
patient in reversed-phase HPLC with MS detection in 
MRM-mode. Conditions: LCMS-8030 triple quadrupole 
liquid chromatograph mass spectrometer with electrospray 
ionization («Shumadzu»); column Luna C18(2) (150×2 mm, 
5 µm), mobile phase: А – 0.1% (v/v) HCOOH, B – СH3CN, 
gradient elution (Other conditions at Fig. 2). Peaks: ethambutol 
(ET), isoniazid (INH), pyrazinamide (PZA), rifampicin (RIF)
167
Аналитика и контроль.       2016.        Т. 20.        № 2.
ных социально-экономических условиях) // Российский 
Электронный Журнал Лучевой Диагностики. [Электрон-
ный ресурс]: http://www.rejr.ru/volume/13/Shilova.pdf (дата 
обращения 5.04.2016).
2. Srivastava A., Waterhouse D., Ward S.A. Quantifica-
tion of rifampicin in human plasma and cerebrospinal fluid 
by a highly sensitive and rapid liquid chromatographic–tan-
dem mass spectrometric method // J. Pharm. Biomed. Anal. 
2012. V. 70. P. 523-528.
3. Therapeutic isoniazid monitoring using a simple high-
performance liquid chromatographic method with ultraviolet 
detection / L. Moussa [et al.] // J. Chromatogr. B. 2002. V. 
766. P. 181-187.
4. Determination of ethambutol in human plazma and urine 
by high – performance liquid chromatography with fluores-
cence detection / M. Breda [et al.] // J. Chromatogr. A. 1996. 
V. 729. P. 301-307.
5. Jiang Z., Wang H., Locke D.C. Determination of eth-
ambutol by ion-pair reversed phase liquid chromatography 
with UV detection // Anal. Chem. A. 2002. V. 456. P. 189-192.
6. Guermouche S., Guermouche M.H. Solid-phase extraction 
and HPTLC determination of isoniazid and acetylisoniazid in 
serum. Comparison with HPLC // J. Chromatogr. Sci. 2004. 
V. 42. P. 250-253.
7. Simple and accurate quantitative analysis of 20 anti-tu-
berculosis drugs in human plasma using liquid chromatogra-
phy–electrospray ionization–tandem mass spectrometry / H. 
Kim [et al.] // J. Pharm. and Biomed. Anal. 2015. V. 102. P. 9-16.
8. Determination of the rifamycin antibiotics rifabutin, ri-
fampin, rifapentine and their major metabolites in human 
plasma via simultaneous extraction coupled with LC/MS/
MS / L.C. Winchester [et al.] // J. Pharm. and Biomed. Anal. 
2015. V. 104. P. 55-61.
9. A rapid and robust liquid chromatography/tandem mass 
spectrometry method for simultaneous analysis of anti-tu-
berculosis drugs — ethambutol and pyrazinamide in human 
plasma / Z. Gong [et al.] // J. Chromatogr. B. 2009. V. 877. 
P. 1698-1704.
10.  A liquid chromatography/tandem mass spectrometry 
method for the simultaneous quantification of isoniazid and 
ethambutol in human plasma / X. Chen [et al.] // Rapid Com-
mun. Mass Spectrom. 2005. V. 19. P. 2591-2596.
11.  Matuszewski B. Standard line slopes as a measure of 
a relative matrix effect in quantitative HPLC-MS bioanalysis 
// J. Chromatogr. B. 2006. V. 830. P. 293-300.
12.  Ярошенко Д.В., Карцова Л.А. Матричный эффект и 
способы его устранения в биоаналитических методиках, 
использующих хромато-масс-спектрометрию // Журн. 
аналит. химии. 2014. Т. 69, № 4. С. 351-357. 
13.  Продукты деструкции и бактериостатическая эф-
фективность рифампицина в водном растворе и в соста-
ве липосом / Г.В. Сорокоумова [и др.] // Химико-фарма-
цевтический журнал. 2008. Т. 42, № 8. С.35-38.
REFERENCES
1. Shilova M.V. [The epidemiological situation of tuberculosis in 
the russian federation (in the current socioeconomic conditions)]. 
Russian Electronic Journal of Radiology, 2014, vol. 4, no. 1, 
pp. 34-41. Available at: http://www.rejr.ru/volume/13/shilova.
pdf/ (Accessed 5 April 2016) (In Russian).
2. Srivastava A., Waterhouse D., Ward S.A. Quantification 
of rifampicin in human plasma and cerebrospinal fluid by a 
highly sensitive and rapid liquid chromatographic–tandem 
mass spectrometric method. Journal of Pharmaceutical and 
Biomedical Analysis, 2012, vol. 70, pp. 523-528. DOI: 10.1016/j.
jpba.2012.05.028
3. Moussa L.A.,  Khassouani C.E.,  Soulaymani R.,  Jana M., 
Cassanas G.,  Alric R.,  Hüe B. Therapeutic isoniazid monitoring 
using a simple high-performance liquid chromatographic method 
with ultraviolet detection. Journal of Chromatography B, 2002, 
vol. 766, pp. 181-187. DOI: 10.1016/S0378-4347(01)00434-0
4. Breda M., Marrari P., Pianezzola E., Benedetti M.S. 
Determination of ethambutol in human plazma and urine by 
high–performance liquid chromatography with fluorescence 
detection. Journal of Chromatography A, 1996, vol. 729, pp. 
301-307. DOI: 10.1016/0021-9673(95)01093-9
5. Jiang Z., Wang, H., Locke D.C. Determination of ethambutol 
by ion-pair reversed phase liquid chromatography with UV 
detection. Analytica Chimica Acta, 2002, vol. 456, pp. 189-
192. DOI: 10.1016/S0003-2670(02)00047-8
6. Guermouche S., Guermouche M.H. Solid-phase extraction 
and HPTLC determination of isoniazid and acetylisoniazid in serum. 
Comparison with HPLC. Journal of Chromatographic Science, 
2004, vol. 42, pp. 250-253. DOI: 10.1093/chromsci/42.5.250
7. Kim H., Seo K., Kim H., Jeong E., Ghim J., Lee S.H., 
Lee Y.M., Kim D.H., Shin J. Simple and accurate quantitative 
analysis of 20 anti-tuberculosis drugs in human plasma using 
liquid chromatography–electrospray ionization–tandem mass 
spectrometry. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 
2015, vol. 102, pp. 9-16. DOI: 10.1016/j.jpba.2014.08.026
8. Winchester L.C., Podany A.T., Baldwin J.S., Robbins 
B.L., Fletcher C.V. Determination of the rifamycin antibiotics 
rifabutin, rifampin, rifapentine and their major metabolites in 
human plasma via simultaneous extraction coupled with LC/
MS/MS. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 
2015, vol. 104, pp. 55-61. DOI: 10.1016/j.jpba.2014.11.011
9. Gong Z., Basir Y., Chu D., McCort-Tipton M. A rapid and 
robust liquid chromatography/tandem mass spectrometry 
method for simultaneous analysis of anti-tuberculosis drugs— 
ethambutol and pyrazinamide in human plasma. Journal of 
Chromatography B, 2009, vol. 877, pp. 1698-1704. DOI: 
10.1016/j.jchromb.2009.04.023
10. Chen X., Song B., Jiang H., Yu K., Zhong D. A liquid 
chromatography/tandem mass spectrometry method for the 
simultaneous quantification of isoniazid and ethambutol in 
human plasma. Rapid Communications in Mass Spectrometry, 
2005, vol. 19, pp. 2591-2596. DOI: 10.1002/rcm.2100
11. Matuszewski B. Standard line slopes as a measure of 
a relative matrix effect in quantitative HPLC-MS bioanalysis. 
Journal of Chromatography B, 2006, vol. 830, pp. 293-300. 
DOI: 10.1016/j.jchromb.2005.11.009 
12. Yaroshenko D.V., Kartsova L.A. Matrix effect and methods 
for its elimination in bioanalytical methods using chromatography–
mass spectrometry. Journal of Analytical Chemistry, 2014, vol. 
69, no. 4, pp. 311-317. DOI: 10.1134/S1061934814040133
13. Sorokoumova G.M., Vostrikov V.V., Selishcheva A.A., 
Rogozhkina E.A., Kalashnikova T.Yu, Shvets V.I., Golyshevskaya 
V.I., Martynova L.P., Erokhin V.V. [Degradation products 
and bacteriostatic efficiency of rifampicin in an aqueous 
solution and in liposomes]. Khimiko-farmatsevticheskii zhurnal 
[Pharmaceutical Chemistry Journal], 2008, vol. 42, no. 8, pp. 
35-38 (in Russian).
